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摘要 :【 目 的] 束 花 期 蜜蜂 易 发 生 束 花 中 毒 (又 称 束 花 病 ) ,致使 大 量 采 集 蜂 死亡 。 本 研究 初步 探讨 了 束 花 病 对 蜜蜂 
的 毒性 作用 机 理 。[ 方 法 ] 以 正常 的 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica 工蜂 为 对 照 , 采用 分 光 光 度 法 测定 山西 临 独 、 
太 谷 和 临 县 患 囊 花 病 的 意大利 蜜蜂 工蜂 体内 淀粉 酶 、 和 蛋白酶 、 蕊 糖 酶 、 果 胶 酶 、 海 藻 糖 酶 、 酯 酶 (esterase，EST) , 43 
PEH 肽 -S- 转 移 酶 (glutathione-S-transferase，GST ) 、 细 胞 色素 P450 ( cytochrome P450 ) #0 Z Bt HH mx PE E 
( acetylcholinesterase, AchE) 的 活性 。[【 结果 】 临 狂 、 太 谷 和 临 县 意 蜂 的 淀粉 酶 活性 分 别 为 对 照 的 73.17% , 60.7496 和 
70.50% ; 蛋白 酶 活性 分 别 为 对 照 的 74.45% , 50. 6896 和 90. 44% ; 果 胶 酶 活性 分 别 为 对 照 的 39. 50% , 27. 99% 和 
73.13% ; 而 蔗糖 酶 和 海 获 糖 酶 活性 与 对 照 比 较 没 有 显著 差异 (已 >0.05)。GST 活性 分 别 为 对 照 的 1.29, 1. 47 和 
1.30 倍 ; P450 活性 分 别 为 对 照 的 3.31, 1.66 和 2.12 倍 ; 而 IST 和 AchE 活性 与 对 照相 比 没有 显著 差异 (已 >0.05 ) 。 
【结论 ] 束 花 期 蜜蜂 采 食 束 花 密使 其 体内 淀粉 酶 、 和 蛋白 酶 和 果 胶 酶 等 消化 酶 活性 和 解毒 酶 系 的 活性 发 生变 化 , 这 可 能 
与 束 花 病 的 发 生 有 关 。 
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Effects of Zaohua disease on activities of digestive enzymes and 


detoxification enzymes in Apis mellifera ligustica 

MA Wei-Hua, SHEN Jin-Shan, GUO Yuan, ZHANG Yun-Yi, SHAO You-Quan ' ( Horticulture Institute, 
Shanxi Academy of Agricultural Sciences, Taiyuan 030031, China) 

Abstract: In order to explore the mechanism of honeybee' s Zaohua disease caused by date nectar and 
pollen, worker honeybees of Apis mellifera ligustica suffered the disease were collected from Linyi, Taigu 
and Linxian, and the activities of amylase, protease, invertase, pectinase, trehalase, esterase ( EST), 
glutathione-S-transferase ( GST) , cytochrome P450 ( P450) , acetylcholinesterase ( AchE) were determined 
by spectrophotometry. The results showed that compared with the control ( enzyme activity of the normal 
worker honeybee ), the amylase activities of worker honeybees from Linyi, Taigu and Linxian were 
decreased by 73. 1796 , 60. 74% and 70. 5096, respectively; protease activities were decreased by 
74.4596 , 50. 68% and 90. 44% , respectively; and pectinase activities were decreased by 39. 5096, 
27.9996 and 73.1346 , respectively. However, sucrase and trehalase activities had no significant difference 
from those of the control ( P > 0.05). GST activities of worker honeybees from Linyi, Taigu and Linxian 
were enhanced by 1.29-, 1. 47- and 1. 30-fold, and P450 activities were enhanced by 3. 31-, 1.66- and 
2. 12-fold, respectively. But EST and AchE activities had no significant difference from those of the control 
(P 20.05). The activities of digestive and detoxification enzymes of worker honeybees , including amylase , 
protease and pectinase, are changed after their feeding on date nectar and pollen during date florescence, 
which may be related to the occurrence of Zaohua disease. 
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纪 50 年 代 研 究 认 为 主要 因 气 候 干 旱 、 蜜 汁 浓 稠 以 
及 工蜂 劳动 量 过 大 等 引起 。20 世纪 60 年 代 初 ,中 
国 农 业 科学 院 养 蜂 研 究 所 夕 民 (1960 ) XE ERIE 
病 的 病因 及 防治 进行 了 阶段 性 的 研究 ， 认 为 讽 花 病 
可 能 与 更 花蜜 浓度 高 、 天 气 和 工蜂 出 勤 有 关 。20 
世纪 90 年 代 李 上 晓 立 和 范 正 友 (1991) 对 束 花 病 病 因 
进行 了 探讨 并 提出 , 蜜蜂 束 花 病 的 发 生 与 环 花 蜜 中 
钾 离 子 舍 量 显著 相关 。 王 国 旺 (2010) 提 出 用 大 呐 
加 少量 糖水 和 柠檬 酸 防治 素 花 病 。 虽 然 这 些 学 者 对 
束 花 病 的 病因 及 防治 做 了 大 量 工作 , BREWIN E 
蜂 的 作用 机 理 不 清楚 。 关 于 蜜蜂 消化 酶 和 解毒 酶 的 
研究 , 多 集中 于 杀 虫 剂 和 转基因 作物 对 蜜蜂 的 影 啊 
LE (Westlake et al., 1985; Pham-Delègue et al., 
2000; Claudianos et al., 2006; H zt SE, 2006; 
Konrad et al., 2009 ; Zhou et al., 2011) , 其 中 杨 冠 烛 
SE (2006 ) 研究 了 氟 胺 氰 菊 酯 对 西方 塞 蜂 Apis 
mellifera L. 寄生 忠 雅 氏 瓦 螨 的 解毒 酶 活性 的 影响 。 
对 蜜蜂 采集 束 花 蜜 后 体内 消化 酶 和 解毒 酶 系 的 研究 
尚未 见报 道 。 本 研究 从 酶 代谢 的 角度 对 让 花期 蜜蜂 
消化 酶 和 解毒 酶 活性 进行 测定 和 分 析 ， 以 期 为 探讨 
蜜蜂 束 花 病 对 蜜蜂 的 作用 机 理 以 及 束 花 病 的 防治 提 
供 理 论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 蜜蜂 

供 试 蜜蜂 : 采集 京 花蜜 以 后 在 蜂巢 前 爬行 的 意 
大 利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica (以 下 简称 “ 意 蜂 ”) 
成 年 工蜂 , 于 束 花 期 (2010 年 6 HPA -7 月 中 名 ) 
取 自 山西 临 独 县 、 临 县 和 太 谷 县 养 蜂 场 ; 以 同期 采 
目 太 原市 小 店 区 (周围 无 惠 树 ) 养 蜂 场 的 成 年 意 蜂 
工蜂 作为 对 照 (CK) 。 用 纱 穹 把 样本 迅速 带 回 实验 
室 , 保存 于 -80% 冰箱 备用 。 
1.2 试剂 

Qa- 茶 酚 、 固 蓝 B-SDS、ATC、DINB 、 对 硝 基 和 杂 
甲酸 (p-NA )、NADPH、1- 握 2?，4- 二 硝 基 村 
(CDNB) FIXE E W A pt H Ek (GSH) 订购 于 美国 
Sigma 化 学 药品 公司 ; DENS. DEOR A E A MA 
试剂 盒 购 自 南京 建成 生物 工程 研究 所 ; 其 他 化 学 试 
剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 酶 液 的 制备 

分 别 取 CK 和 3 个 试验 点 各 10 头 整 虫 放 和 人 玻 
AJKA P, 按 1:10(wv) 的 比例 加 入 0.1 mol/L 
pH 7.0 Tris-HCl 缓冲 液 , 在 冰 浴 中 用 电动 义 浆 机 


800 r/min 5JJ£ 5 min, 将 匀 浆 液 于 4%C15 000 x g E 
420 min， 取 上 清 液 作为 酶 提取 液 。 每 10 ARX 
一 个 重复 , 3 次 重复 。 
1.4 意 蜂 体 内 消化 酶 活性 的 测定 

重 白 酶 活性 、 果 胶 酶 活性 及 海藻 糖 酶 活性 的 测 
XE A] A EHE SE SF HS Ap (2008). E-DS (2007 ) 及 
825 5: (2006) lll xg Jr ETME. DEXINS. RENS 
酶 活性 和 生日 测定 采用 南京 建成 生物 工程 研究 所 提 
供 的 试剂 盒 。 
1.5 意 蜂 体内 代谢 解毒 酶 活性 的 测定 

酯 酶 (EST)、 合 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (CST) 和 乙酰 
胆 碱 酯 酶 (AchE ) 活性 测定 均 按 照 染 音 梅 等 (2001 ) 
进行 ， 细 胞 色素 P450 ( P450) 活性 测定 按照 
Anderson 和 Zhu(2004 ) 的 测定 方法 进行 。 
1.6 ”蛋白质 含 量 测定 

采用 BCA 法 (Smith et al., 1985 ) 对 上 述 酶 液 进 
ITARA REME o 
1.7 数据 统计 与 分 析 

实验 结果 以 平均 值 + 标 准 差 (mean + SD) 表示 。 
数据 的 统计 采用 SPSS 11.5 软件 的 Means 和 one- 
way ANOVA 中 的 LSD 和 Duncan 氏 多 重 比较 来 进行 
分 析 ,并 进行 显著 性 检验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 意 蜂 体内 的 消化 酶 活性 

临 狂 、 太 谷 和 临 县 3 个 试验 点 意 蜂 体内 的 消化 
酶 活性 见 图 1。 从 图 1(A) 可 以 看 出 临 独 、 太 合 和 
临 县 3 个 试验 点 意 蜂 的 演 粉 酶 活性 均 低 于 CK C 
E), 分 别 为 对 照 的 73.17% , 60. 7496 和 70.50%， 
差异 显著 (P<0.05), 表明 淀粉 酶 活性 下 降 。3 个 
试验 点 之 间 ， 太 谷 的 意 蜂 演 粉 酶 活性 最 低 , 与 其 他 
2 个 试验 点 意 蜂 的 泻 粉 酶 活性 有 显著 差异 (P < 
0.05) , 临 铬 和 临 县 的 意 蜂 泻 粉 酶 活性 没有 显著 差 
异 (P >0.05)。 

意 蜂 的 集 日 酶 活性 见 图 1(B)。 可 看 出 临 阁 、 太 
谷 和 临 县 出 3 个 试验 点 意 蜂 的 重 日 酶 活性 均 低 于 
CK, 分 别 为 对 照 的 74. 45% , 50. 68% 和 90. 44% , 
有 显著 差异 (P<0.05)，, 说 明 意 蜂 的 蛋白 酶 活性 下 
降 。3 个 试验 点 之 间 ， 太 合意 蜂 的 和 蛋 日 酶 活性 最 
IR, 3 个 试验 点 之 间 意 蜂 的 重 日 酶 活性 有 显著 差异 
(P «0.05), 

意 蜂 的 蕊 糖 酶 活性 见 图 1(C)。 可 以 看 出 临 独 、 
太 谷 和 临 县 3 TAS CEREREM BIS TEST. CK, 
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FLUR REN E CK 差异 显著 (P 
«0.05) , 但 临 县 意 蜂 的 其 糖 酶 活性 与 CK 没有 显 
著 差 异 。3 个 试验 点 之 间 , 临 县 意 蜂 蕊 糖 酶 活性 最 
高 , 与 其 他 2 个 试验 点 有 显著 差异 (P<0.05), 临 
独 和 太 谷 之 间 意 蜂 的 蕊 糖 酶 活性 没有 显著 差异 
(P»0.05), 

意 蜂 的 果 胶 酶 活性 见 图 1(D)。 由 图 1(D) 可 
以 看 出 临 狗 、 太 合 和 临 县 3 个 试验 点 意 蜂 果 胶 酶 活 
性 均 低 于 CK, 分 别 为 对 照 的 39. 50% , 27.99% 和 
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Specific activity of trehalase 


海藻 糖 酶 比 活力 (nmol/min.mg pro) 
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图 1 采 自 不 同 地 点 的 意 蜂 工蜂 体内 的 消化 酶 活性 


Activities of digestive enzymes in Apis mellifera ligustica workers honeybee collected from different test sites 


Fig. 1 








73.1390 , 255 E (P «0.05) , 说 明 意 蜂 采 胶 酶 活 
性 下 降 。3 个 试验 点 之 间 , 太 谷 意 蜂 的 果 胶 酶 活性 
最 低 , 3 个 试验 点 之 间 意 蜂 的 采 胶 酶 活性 有 显 若 差 
异 (P<0.05)。 

意 蜂 的 海藻 糖 酶 活性 见 图 1(E)。 由 图 1(E) 可 
以 看 出 3 个 试验 点 意 蜂 海藻 糖 酶 活性 均 低 于 CK, 
但 没有 显著 差异 (P >0.05)。3 个 试验 点 之 间 意 
的 海藻 糖 酶 活性 也 没有 显著 差异 (P >0.05)。 
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A: DET Amylase; B: 和 蛋白酶 Protease; C: 其 糖 酶 Sucrase; D: 果 胶 酶 Pectinase; E: 海藻 糖 酶 Trehalase. CK; KJA Taiyuan; LX: I 临 县 Linxian ; 
LY: [54$ Linyi; TG: 太 谷 Taigu. 柱 上 不 同 字 母 表示 在 0.05 水 平 上 差异 显著 。Different letters above bars indicate significant difference at the 0. 05 
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2.2. 意 蜂 体内 的 解毒 酶 活性 

用 w- 乙 酸 蔡 酯 为 底 物 测定 酯 酶 活性 , 结果 见 图 
2(A)。 从 图 2(A) 可 看 出 3 个 试验 点 意 蜂 酯 酶 活性 
均 高 于 CK( 太原 ), 但 没有 显著 差异 (P >0.05)。3 
个 试验 点 之 间 意 蜂 酯 酶 活性 也 没有 显著 差异 (P > 
0.05), 

用 CDNB 为 底 物 测定 GST 活性 ,结果 见 图 2 
(B)。 由 图 2(B) 可 看 出 临 狂 、 太 合 和 临 县 3 个 试 
验 点 GST 活性 均 高 于 CK, 分 别 为 对 照 的 1.29, 
1.47 和 1.30 倍 , 有 显著 差异 (P<0.05)，, 说 明 GST 
酶 活性 增高 。3 个 试验 点 之 间 意 蜂 的 GST 活性 没有 
显著 差异 (P >0.05)。 


EST 比 活力 (nmol/min-mg pro) 
Specific activety of EST 
O DW R uA O - oo 
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从 图 2(C) 可 看 出 临 独 、 太 合 和 临 县 3 个 试验 
点 意 蜂 的 P450 活性 均 高 于 CK, 分 别 为 对 照 的 
3.31, 1.66 $02.12 f$, 旦 差异 显著 (P<0.05), 说 
明 意 蜂 的 P450 活性 增高 。 从 3 个 试验 点 看 , 临 独 
意 蜂 的 P450 活性 最 高 , 与 其 他 2 个 试验 点 有 显著 
差异 (P<0.05)，, 太 合 和 临 县 之 间 意 蜂 的 P450 没 
有 显著 差异 (已 >0.05) 。 

从 图 2(D) 可 看 出 3 个 试验 点 意 蜂 的 AchE 活 
性 均 高 于 CK, 但 与 3 个 试验 点 没有 显著 差异 (P > 
0.05) 3 个 试验 后 之 间 意 蜂 的 AchE 活性 也 没有 显 
车 差异 (P >0.05)。 


Specific activety of GST 


Specific activety of AchE 
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图 2 采 自 不 同 地 点 的 意 蜂 工蜂 体内 的 解毒 酶 活性 
Fig. 2 Activities of detoxification enzymes in Apis mellifera ligustica workers collected from different test sites 
A: 酯 酶 EST; B: 谷 胱 甘 肽 硫 转移 酶 GST; C: 细胞 色素 P450 P450; D: 乙酰 胆 碱 酯 酶 AchE. CK: 太原 Taiyuan; LX; 临 县 Linxian; LY: Ifi 
Linyi; TG; 太 谷 Taigu. 柱 上 不 同 字 母 表示 在 0. 05 水 平 上 差异 显著 。Different letters above bars indicate significant difference at the 0. 05 level. 











3 讨论 

ARUIEWL SCOTI) RERE, 使 大 量 采集 蜂 死 
È, 严重 影响 京 花期 蜜蜂 的 采集 。 针 对 目前 多 数 认 
为 蜜蜂 枣 花期 中 毒 原因 ,是 由 花粉 中 生物 碱 和 花 密 
中 游离 钾 离 子 浓度 引起 的 ( 夕 民 , 1960; 李 晓 立 和 
范 正 友 , 1991; $E, 1994), 但 在 前 期 研究 中 发 


M, 3 个 试验 点 的 钾 离 子 浓度 平均 值 分 别 为 0. 133， 
0.101 和 0. 129 ug/g, 没有 显著 差异 。 本 文 从 酶 代 
谢 的 角度 对 亦 花 期 蜜蜂 消化 酶 和 解毒 酶 活性 进行 

F, 结 采 表明 : 3 个 试验 点 蜜蜂 的 演 粉 酶 、 和 蛋白 酶 、 
其 糖 酶 、 采 胶 酶 和 海 药 糖 酶 5 种 消化 酶 活性 都 低 于 
CK, 且 诞 粉 酶 、 蛋 日 酶 和 采 胶 酶 与 对 照 有 显著 差 
异 , 表明 束 花 病 的 发 生 影响 蜜蜂 消化 系统 的 酶 类 代 
谢 。3 个 试验 点 之 间 蜜 蜂 的 消化 酶 活性 来 看 ， 三 者 
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之 间 也 有 差异 , 这 与 不 同 地 点 束 花 病 的 发 生 严 重 程 
度 不 同 的 说 法 一 致 ( 金 丰 , 1994), 3 个 试验 点 蜜蜂 
的 酯 酶 、 合 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 、 细 胞 色 系 P450、 乙 酰 
胆 碱 酯 酶 的 酶 活性 都 高 于 CK,， 且 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 
酶 、 细 胞 色素 P450 与 对 照 有 显著 差异 , KARHE 
病 的 发 生 使 解毒 酶 系 发 生变 化 。 

蜜蜂 消化 酶 活性 的 高 低 影 响 蜜蜂 营养 吸收 的 好 
坏 和 正常 的 生理 过 程 。 转 基因 作物 会 对 蜜蜂 体内 消 
化 酶 活性 产生 影响 (Pham-Delasgue et al., 2000; H 
nÆ, 2006; Konrad et al., 2009) ,说 明 取 食 不 同 植 
物 会 引起 蜜蜂 体内 消化 酶 的 活性 变化 。 本 试验 的 结 
果 表 明 卡 花 病 使 蜜蜂 的 泻 粉 酶 、 和 蛋白 酶 和 果 胶 酶 活 
性 受到 抑制 , 影响 蜜蜂 对 淀粉 、 蛋 白 和 树胶 的 消 
化 , 从 而 影响 其 正常 吸收 和 排泄 。 

EST, P450, GST 和 AchE 均 为 昆虫 体内 重要 的 
解毒 代谢 酶 系 。EST 作为 水 解 酶 ,其 活性 的 提高 在 
昆虫 对 有 机 磷 杀 虫 剂 抗 性 积累 中 起 着 重要 的 作用 。 
细胞 色素 P450 参与 内 源 性 物质 和 包括 药物 、 环 境 
化 合 物 在 内 的 外 源 性 物质 的 代谢 。GST 参与 昆虫 体 
内 内 源 及 外 源 性 物质 的 代谢 ,在 寄主 适应 性 及 抗 药 
性 形成 中 起 着 重要 作用 。AChE 能 够 迅速 水 解 兴 奋 
性 神经 递 质 乙 栈 胆 碱 而 保持 神经 突 触 的 正常 传递 ， 
是 有 机 攀 杀 虫 剂 的 作用 靶 标 。 许 多 学 者 研究 了 这 些 
解毒 酶 系 在 杀 虫 剂 和 植物 次 生物 质 代 谢 中 的 重要 作 
HIOKEJ S5, 2001; RES, 2007; 周 琳 等 ,2008 ; 
UAE. 2010) 。 而 且 一 些 学 者 还 研究 了 杀 虫 剂 对 
蜜蜂 解毒 酶 的 影响 , 表明 杀 上 忠 剂 和 环境 因素 会 造成 
蜜蜂 解毒 酶 系 的 变化 (Westlake et al., 1985; 
Claudianos et al.,2006 ; Johnson et al.,2006) 。 本 研 
究 中 3 Ar TAS a CRUS P ET PR SCRI ZG POE RIS PE 3 
对 照 没 有 显著 差异 , 表明 束 花 期 蜜蜂 体内 酯 酶 和 乙 
栈 胆 碱 酯 酶 没有 受到 束 花 病 的 诱导 而 激活 。 而 3 个 
试验 点 蜜蜂 体内 的 P450、GST 与 对 照 有 显著 差异 ， 
表明 京 花 病 诱导 蜜蜂 体内 P450 和 GST 活性 增高 ， 
这 可 能 是 昆虫 的 一 种 应 激 性 反应 ， 以 起 到 解毒 的 
作用 。 

3 个 试验 点 之 间 消 化 酶 和 解毒 酶 活性 的 变化 可 
能 与 当地 的 气候 、 土壤、 水 源 等 有 关 , 这 也 是 束 花 
病 复 杂 的 原因 之 一 ,因此 有 必要 进行 更 深入 地 
人 研究 。 

综 上 所 述 , 束 花 期 蜜蜂 体内 的 消化 酶 和 解毒 酶 
活性 发 生变 化 , 表明 京 花 病 影响 了 蜜蜂 体内 正常 的 
生理 生化 过 程 ， 以致 仆 蜂 或 死亡 。 由 于 昆虫 取 食 对 
象 对 虫 体 生理 代谢 的 影响 是 多 方面 或 综合 性 的 , 因 


此 有 必要 对 蜜蜂 训 花 病 的 作用 机 理 进 一 步 深 入 
WR o 
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